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(57) Abstract 

The invention relates to a method for fractionating double-stranded nucleic acids in solutions in order to obtain single-stranded nucleic 
acids. The invention is characterised in that the nucleic acids are decomposed into single-strands by incident radiation of electromagnetic 
waves. The frequency and intensity of the electromagnetic waves is chosen in such a way that the hydrogen bonds between the nucleotides 
of a double-stranded nucleic acid are dissolved by direct interaction of the electromagnetic radiation with the double-stranded nucleic acid. 



(57) Zusammenfassiing 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Auftrennung von in Losung befindlichen doppelstrangigen Nukleinsauren in einzelstrangige 
Nukleinsauren. Sie ist dadurch gekennzeichnet, daB die Zerlegung der Nukleinsauren in Einzelstrange durch Einstrahlung von 
elektromagnetischen Wellen durchgefuhrt wird, wobei die Frequenz und die Intensitat der elektromagnetischen Wellen mit der MaBgabe 
ausgewahlt sind, daft die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Nukleotiden einer doppelstrangigen Nukleinsaure durch unmittelbare 
Wechseiwirkung der elektromagnetischen Strahlung mit der doppelstrangigen Nukleinsaure geldst werden. 
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Verfahren zur Auftrennung von in Losung befindlichen dop- 
pelstrangigen Nukleinsauren in einzelstrangige 

Nukleinsauren 

5 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Auftrennung von 
in Losung befindlichen doppelstrangigen Nukleinsauren in 

10 einzelstrangige Nukleinsauren. - Der Begriff der Nuklein- 
sauren umfaiJt neben DNA und RNA auch PNA. Mit dies-em Be- 
griff sind weiterhin naturliche Nukleinsauren, i.e. 
Nukleinsauren voller Lange, umfafit, als auch Nukleinsaure- 
fragmente. Fragmente bezeichnet dabei Telle einer (natur- 

15 lich oder gentechnisch hergestellten) Nukleinsaure bzw. 

synthetisierte Nukleinsauren. Typische Basenpaarzahlen von 
Fragmenten liegen beispielsweise im Bereich von kleiner 
als 10 bis zu uber 2000. 

20 Verfahren der vorstehenden Art werden z.B. in dem Bereich 
der Amplif ikation bzw. Vervielf aitigung von Nukleinsaure- 
strukturen oder bei der Hybridisierung zu untersuchender 
Nukleinsauren mit bekannten Nukleinsauren zum Zwecke des 
Erhalts von Inf ormationen uber die Sequenz der unbekannten 

25 Nukleinsauren (Stichworte: DNA-Hybridisierungstechniken, 
DNA Chips) ben$tigt. Grundlage vieler gentechnischer Ana- 
lyseverfahren ist die selektiv arbeitende PGR (Polymerase 
chain reaction) , eine einf ache Vervielf altigungsmethode 
fur gezielt aussuchbare DNA' s oder DNA- Fragmente in einer 

30 Reaktionskammer (siehe auch US-A-4 , 683, 202) oder auch in 
situ, beispielsweise in einem Gewebeschnitt . Nach der Ein- 
fuhrung temperaturstabiler Polymerasen hat diese Methode 
weite Verbreitung in gentechnischen Laboratorien gefunden. 
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PCR ist insbesondere die gezielte Vervielf altigung eines 
prazise aus dem Genom ausgesuchten relativ kurzen Segments 
der zweistrangigen DNA in einfachen Temperaturzyklen. Die 
5 Auswahl des DNA-Segments erfolgt durch ein sogenanntes 
Paar von Primern, zweier DNA-Stucke mit je etwa 20 Basen 
Lange, die die beiderseitigen Enden des ausgesuchten DNA- 
Segments codieren. Die Vervielf altigung erfolgt durch ein 
Enzym namens Polymerase. Die PCR-Reaktion lauft in 

10 waliriger Losung ab, in der wenige Molekule der Ausgangs- 
DNA und geniigende Mengen an Polymerase, Primern, Triphos- 
phaten der vier Nukleotide, Aktivatoren und Stabilisatoren 
vorhanden sind. In jedem Temperaturzyklus wird zunachst 
die Doppelhelix der DNA bei etwa 95 °C "auf geschmolzen" , 

15 wobei die beiden Strange voneinander getrennt werden. Bei 
etwa 45 °C werden dann die Primer an eine genau passend 
komplementare Nukleotidf olge der DNA-Einzelst range an- 
gelagert ( "Hybridisierung" ) . Bei 72 °C wird die Doppelhe- 
lix durch den Anbau der komplementaren Nukleotide an ein 

2 0 Wachstumsende der Primer durch eine besonders temperatur- 
feste Polymerase (Tag-Polymerase) wieder zu einer neuen 
Doppelhelix vervollstandigt . Dadurch wird das ausgewahlte 
DNA-Segment zwischen den Primern im Prinzip verdoppelt. In 
dreiliig Zyklen werden also aus einem einzigen Doppelstrang 

25 der DNA als Ausgangsmaterial rund eine Milliarde DNA- 

Segmente erzeugt, deren beide Enden mit den Primern iden- 
tisch sind. 

Die Vervielf altigung der DNA erfolgt bei den heutigen PCR 
30 Geraten schon relativ schnell im Vergleich zu den fruher 
benutzten Klonierungsmethoden in lebenden Zellen. Bei op- 
timiertem Steuerprogramm kann innerhalb drei Stunden mit 
einem handelsiiblichen PCR-Gerat aus auf geschlossenem 
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Zellmaterial ein etwa 4 00 Basenpaare langes DNA- Fragment 
amplif iziert werden, so daft sich die DNA Konzentration 
cieutlich iiber die Nachweisgrenze (im Agarosegel unter UV 
Bestrahlung und Farbung mit Ethidiumbromid) erhoht. 

5 

Das Schmelzen der DNA erfolgte bisher bei einer Tempera- 
tur, die knapp uber der empirisch ermittelten Schmelztem- 
peratur liegt. Untersuchungen haben gezeigt, daft eine 
halbe Sekunde Erhitzung auf diese Temperatur fur eine 

10 vollstandige Trennung aller Doppelhelix-Strukturen genugt . 
Die Hybridisierung braucht ebenfalls nicht lange, wenn die 
Primer in genugender Konzentration vorhanden sind. Bei 
optimaler Konzentration sind etwa ein bis zwei Sekunden 
ausreichend- Die Vervollstandigung der DNA hat eine sehr 

15 hohe Geschwindigkeit : Pro Sekunde konnen unter optimalen 
Temperatur- und Konzentrationsbedingungen 50 bis 100 Basen 
durch eine spezielle Polymerase angebaut werden (C. R. 
Newton und A. Graham: PCR; Spektrum Akademischer Verlag; 
Heidelberg/ Berlin, Oxford, 1994; Seite 31) . Da im allge- 

20 meinen nur DNA Segmente von bis zu 400 Basen Lange fur die 
Analysen benotigt werden, reichen zehn Sekunden gut fur 
die Verlangerung aus. 

Die Zeitdauer fur einen Temperaturzyklus hangt somit 
25 groiitenteils von der Aufheiz- und Abkuhlgeschwindigkeit 
ab, die wiederum vom Flussigkeitsvolumen, von den Gefaftdi- 
mensionen und von der Warmeleitf ahigkeit der Gefaftwande 
und der Reaktionslosung abhangt* Auf jeder Temperaturstuf e 
sind im Prinzip nur wenige Sekunden vonnoten, teilweise 
30 sogar weniger* 

Es ist bekannt durch Verringerung des Probenvolumens, Ver- 
grofierung der spezifischen Oberflache und durch 
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pneumatisches Anlegen eines Kiihlblocks die Ubergangs zeiten 
zum folgenden Temperaturniveau so kurz wie moglich zu hal- 
ten (DE 197 17 085 A 1) - Dies ist jedoch nur mit erhebli- 
chem mechanischen und mikrosystemtechnischen Aufwand 
5 moglich. 

Aus der Literaturstelle WO 98/00562 ist es bekannt, den 
Auf schmelzprozefi mittels eines elektrischen Feldes dur- 
chzufiihren, welches im Zuge des Reaktionsverlauf es ab- 
10 geschaltet oder invertiert wird. 

Aus der Literaturstelle WO 96/41864 ist es bekannt, eine 
zum Aufschmelzen erf orderliche Temperatur in der Losung 
mittels Einstrahlung von IR- und UV-Licht einzustellen. 

15 

Aus der Literaturstelle WO 98/06876 ist es bekannt, den 
Aufheizvorgang zum Aufschmelzen dadurch durchzuf uhren, daft 
ein in der Losung befindliches Festkorpersubstrat mittels 
Einstrahlung von elektromagnetischen Wellen aufgeheizt 
20 wird. Die zum Einsatz kommenden elektromagnetischen Wellen 
haben Frequenzen unterhalb von 1,07 GHz. 

Eine hohe- Geschwindigkeit der PCR ist insbesondere aus den 
folgenden Grunden erwunscht. Im Rahmen des "Human Genome 

25 Project" wird versucht, die Sequenz des menschlichen Gen- 
oms zu entschliisseln. Da dieses Genom etwa 3 Milliarden 
Basenpaare grofi ist, und bisher (Stand: Oktober 1998) erst 
etwa 6,8% davon sequenziert wurde, sprechen jimgste Ho- 
chrechnungen davon, daft noch etwa 25 Jahre benotigt wer- 

30 den, um das Projekt abzuschliefien . Die Forderprogramme fur 
dieses Projekt gehen allerdings davon aus, daii bereits in 
sechs Jahren alle Basen sequenziert sein sollen. Da die 
PCR ein wesentlicher Bestandteil der Sequenzierung ist und 
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alle ancieren Schritte der Sequenzierung heute wesentlich 
schneller ablaufen, hangt der Erfolg des Projekts insbe- 
sondere von der Geschwindigkeit der PCR ab. Weiterhin 
existieren PCR Anwendungen die zur Er-kennung von bes- 
5 tiramten Tumorzellen in menschlichem Gewebe eingesetzt wer- 
den konnen. Sollen solche Analysen wahrend einer Operation 
am offenen Patienten durchgefiihrt. werden, dann wird eine 
maximale Analysendauer von 10 Minuten gefordert. Die 
bisher schnellsten beschriebenen PCR Gerate (A. T. Woodley 

10 et. Al., "Functional Integration of PCR Amplification and 
Capillary Electrophoresis in a Microf abricated DNA Analy- 
sis Device", Anal. Chem. 68 f 4081, Dezember 1996) benoti- 
gen jedoch mindestens 15 Minuten bei einem Programm mit 30 
Zyklen* Die Zeit, die man zum Auf schliefien der Zellen und 

15 zur Freilegung der DNA benStigt ist dabei noch nicht 

eingerechnet. SchliefJlich wird PCR beispielsweise auch bei 
der Selektion von gegen vorgegebene Zielstoffe affinen 
Aptameren bzw. Ribozymen aus hochkomplexen DNA- 
Bibliotheken (10 15 und mehr) eingesetzt. 



20 



Ein weiteres Problem der bekannten PCR Verfahren ist die 
irreversible ZerstSrung der Polymerase durch die hohe Tern- 
peratur wahrend des Auf schmelzens . Obwohl es . heute schon 
sehr gut auf Temperaturstabilitat optimierte Polymerasen 

25 gibt, sinkt die Leistungsf ahigkeit der Enzyme bei jedem 
Zyklus betrachtlich ab. Die Halbwertszeit der Aktivitat 
ublicher Polymerasen (von Thermus aquaticus) bei 95 °C 
betragt 40 Minuten (C. R. Newton und A. Graham: PCR; Sek- 
trum Akademischer Verlag; Heidelberg, Berlin, Oxford, 

30 1994; Seite 31), Gerade wahrend der letzten Zyklen wird 
aber eine sehr hohe Aktivitat der Polymerase gefordert, da 
bereits sehr viele DNA Amplifikate erzeugt wurden, die 
alle gleichzeitig verlangert werden solleri, Es muli daher 
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eine entsprechend hohere Menge des teuren Enzyms einge- 
setzt werden. Einige PCR Verfahren begegnen diesem Problem 
durch eine sukzessive Verlangerung der Elongationszeiten 
in jedem Zyklus. Ein Polymerase-Molekul kann dann mehrmals 
5 hintereinander an unterschiedlichen Stellen wahrend eines 
Zyklus eingesetzt werden. Dies erhoht jedoch wiederum die 
Gesamtdauer der PCR. Es ware wunschenswert, wenn eine Op- 
timierung der Verlangerungsgeschwindigkeit der Polymerasen 
gelange, anstatt die Temperaturstabilitat der Enzyme 
10 weiter verbessern zu mussen. 

Den bekannten Technologien ist gemeinsam, dali der Bedarf 
an elektrischer Energie aufgrund der notwendigen Heiz- und 
Kuhlprozesse relativ hoch ist mit der Folge, dali ent- 
15 sprechende Stromversorgungseinheiten vorgesehen sein 
mussen. Dies macht Gerate des Standes der Technik volu- 
minos und schwer und erschwert einen vor-Ort Einsatz 
auiierhalb eines speziell vorgesehenen Labors. 

20 Daher liegt der Erfindung das technische Problem zugrunde, 
ein Verfahren anzugeben, mittels welchem innerhalb 
kiirzester Zeit eine doppelstrangige Nukleinsaure in Ein- 
zelstrange zerteilt werden kann, Insbesondere ist es 
wunschenswert , die Zykluszeit fur die PCR Amplif ikation 

25 von Nukleinsauren zu beschleunigen und auf wenige Sekunden 
zu reduzieren. Ebenso wunschenswert ist es, die fur die 
Polymerase schadliche Erhitzung auf hohe Temperaturen zu 
vermeiden und so die PCR effektiver werden zu lassen und 
gleichzeitig teures Polymerase Enzym einzusparen. 

30 SchlieJilich ware eine Verringerung des Bedarfes an elek- 
trischer Energie zum Zwecke eines mobilen Einsatzes, 
beispielsweise mit Batterien, wunschenswert 



WO 0W47TSZ 

7 

Zur L6sung dieses technischen Problems lehrt die Er- 
findung, daft die Zerlegung der Nukleinsauren in Einzel- 
strSnge durch Einstrahlung von elektromagnetischen Wellen 
durchgefiihrt wird, wobei die Frequenz . und die Intensitat 
5 der elektromagnetischen Wellen mit der Maftgabe ausgewahlt 
sind, daii die Wasserstof f bruckenbindungen zwischen Nukleo- 
tiden einer doppelstrangigen Nukleinsaure durch unmittel- 
bare Wechselwirkung der elektromagnetischen Strahlung mit 
der doppelstrangigen Nukleinsaure geldst werden. 

10 

Die Erfindung beruht auf den folgenden Erkenntnissen . Die 
genaue Struktur, die Bindungslangen, die Bindungswinkel 
und die Bindungsenergie der Wasserstof fbruckenbindungen 
zwischen den Nukleinsaure bzw. DNA Strangen und die 

15 molekularen Massenanteile der Nukleotide sind sehr genau 
bekannt . Wenn dann die Frequenzen der elektromagnetischen 
Wellen zudem so ausgewahlt sind, daft die Wellen mit dem 
Medium, i.e. Reaktionspuf f er bzw. seinen mengenmafiigen 
Hauptkomponenten, eine moglichst geringe Wechselwirkung 

20 aufweisen, kann eine (unerwunschte) thermische Aufheizung 
des Gesamtgemisches vermieden werden. Es versteht sich, 
daft die Frequenzen auch so gewShlt sein sollten, daft keine 
storende Absorption durch die Polymerasen stattfindet. 

25 Zum Schmelzen der Nukleinsaure muft dem Moleklil Energie 
hinzugefiigt werden, deren Betrag mindestens so hoch ist, 
wie die Bindungsenergie der Wasserstof fbrucke . Dies 
geschieht in der vorstehend beschriebenen PCR durch Tern- 
peraturerhohung. Die fur die Erfindung wesentliche Erk- 

30 enntnis ist, daii Nukleinsauremolekule wegen ungleicher 
Verteilung elektrischer Ladungen durch elektromagnetische 
Wechself elder zum Schwingen angeregt werden konnen. Die 
Resonanzfrequenzen konnen durch absortionsspektroskopische 
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Messungen geloster Nukleinsauren im Millimeterwellen- unci 
Submillimeterwellenbereich (10 - 500 GHz) bzw. im fernen 
IR (0,5 bis 10 THz ) ermittelt werden. Einige dieser 
Schwingungszustande bewirken eine radiale periodische Va- 
5 lenzschwingung zwischen durch Wasserstof f brtickenbindungen 
miteinander verknupften Nukleotiden verschiedener Strange. 
Wenn im Bereich dieser Resonanzf requenzen mittels eines 
Hochf requenzgenerators mit ausreichender Leistung Energie 
eingestrahlt wird, kann dies zu einer Losung der 

10 Wasserstof fbrtickenbindungen und folglich einer Vereinze- 
lung der beiden Strange einer doppelstrangigen Nuklein- 
saure fiihren. Das millimeterwelleninduzierte Auftrennen in 
die Einzelstrange kann aufgrund des hyperchromen Effekts 
der Nukleinsauren mit Hilfe von Messung der UV-Absarption 

15 oder -Transmission (Wellenlange : 260 nm) nachgewiesen wer- 
den. Wird der Hochf requenzgenerator abgeschaltet (oder 
wird die Nukleinsaure in einen Bereich geringer elektri- 
scher Feldstarke transportiert ) , dann rehybridisieren die 
einzelstrangigen Nukleinsauren selbststandig zur doppel- 

20 strangigen Nukleinsaure. Es ist somit moglich, durch gez- 
ielte Einstrahlung elektromagnetischer Wellen mit 
definierter Frequenz, insbesondere Nukleinsaure- 
Resonanzf requenzen, welche abseits von Resonanzen des Me- 
diums bzw. der Polymerasen liegen, selektiv eine Trennung 

25 der Nukleinsaurestrange voneinander zu bewirken, und zwar 
ohne eine beim Stand der technik f estzustellende unerwiin- 
schte Erwarmung des Puffers und insbesondere der Polymera- 
sen. Dies wird (neben der nicht beobachteten Erwarmung) 
auch dadurch belegt, dali die Trennung nur wenige Milli- 

30 watt, beispielsweise 0,1 bis 1000 Milliwatt, insbesondere 
1 bis 100 Milliwatt, erfordert bei geeigneter Anpassung 
der Expositionsvorrichtung und Positionierung des 
Reaktionsgef aiJes . 
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In diesen Zusammenhangen ist aber auch anzumerken, daft die 
Prpzesse der Auftrennung der doppelstrangigen Nukleinsaure 
nicht auf die direkte Trennung der Wa.sserstof f brucken- 
5 bindungen beschrankt sein mussen. Eine Rolle konnen auch 
Schwingungszustande des Gesamtmolekuls oder von Teilen 
daraus eine Rolle spielen, da diese Schwingungszustande 
die Wasserstof fbruckenbindungen jedenfalls in angeregte 
Zustande dann iiberfuhren werden, wenn die Schwingung- 

10 szustande zu beispielsweise sterischen Spannungen im 
Bereich der Wasserstof fbruckenbindungen fuhren. Es ist 
also auch moglich, daft die Anregung von Schwingung- 
szustanden der Strange zu einer Auftrennung eines Doppel- 
strangs fiihren k6nnen. Daher meint der Ausdruck der 

15 unmittelbaren Wechselwirkung der Strahlung mit der doppel- 
strangigen Nukleinsaure neben Anregungen der Wasserstoff- 
bruckenbindungen auch die Anregung von anderen Bindungen 
der Nukleinsaure^ welche zumindest zu einer Anregung, i.e. 
Schwachung der Bindungskraf te f der Wasserstof fbrucken- 

2 0 bindung fuhrt. Anregung meint im wesent lichen die Anregung 
von Dehnschwingungen und/oder Biegeschwingungen moleku- 
larer Bindungen. Im Falle von Schwingungen des Molekiil- 
geriistes einer oder beider Strange konnen sich dabei auch 
ubergeordnete Strukturen, insbesondere Wellenphanomene und 

25 Scherkrafte bilden. 

Da in einer Nukleinsaure immer mindestens ein gebundenes 
Stickstof fatom beteiligt ist f haben jedenfalls die 
Wasserstof fbrucken immer eine niedrigere Bindungskraf t als 
30 die des umgebenden Wassers, welches nur starker gebundene 
Sauerstof f atome als Donoren besitzt. Es ist somit bei 
geeigneter Wahl der Einstrahlf requenz ' moglich, gezielt die 
Nukleinsaure zu schmelzen, ohne gleichzeitrg das 
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Umgebungswasser in storender Weise zu erhitzen. Aber auch 
Frequenzen oberhalb der Resonanzf requenz des Wasser sind 
einsetzbar, da beispielsweise im Bereich von 0,5 bis 2,0 
THz charakterische Resonanzen des Molekulgerusts ("At- 
5 mung") beobachtet werden. Auch bei Wahl solch hoher (auf 
eine geeignete Resonanzf requenz des Molekulgerusts abges- 
timmter) Frequenzen erfolgt letztendlich eine Auf spaltung 
der Wasserstof fbruckenbindungen aufgrund der dabei entste- 
henden "Spannungen" im Bereich der Wasserstof fbrucken . Es 
10 ist auch moglich, sowohl im Bereich der Wasserstof f- 
briicken -Resonanzen als auch im Bereich der Gerust- 
Resonanzen einzustrahlen, 

Im Rahmen der Erfindung bevorzugt ist es, wenn die Freqenz 

15 der elektromagnetischen Strahlung im Bereich von 10 GHz 
bis 2THz, vorzugsweise 10 bis 250 GHz, hochstvorzugsweise 
30 bis 79 GHz, beispielsweise 45 bis 53 GHz, eingestellt 
ist mit der MafJgabe, da£ die eingestellte Frequenz zumind- 
est teilweise solche Schwingungszustande der Nukleinsaure 

20 anregt, welche in einer Trennung ausschlieftlich der 
Wasserstof fbruckenbindungen result ieren, nicht jedoch 
Bindungen einer Polymerase spaltet (dies schlieftt gering- 
fugige Zersetzungsraten von bis zu 10%, vorzugsweise weni- 
ger als 2%, der Rate bei Erwarmung auf 95°C ein) oder zu 

25 einer Temperaturerhohung eines Mediums fuhrt (dies 

schliefit unwesentliche Temperaturerhohungen eines nicht 
thermostatisierten Mediums von bis zu 20 °C / min., vorzug- 
sweise von weniger als 5°C / min. ein) . Dies ist der Fre- 
quenzbereich, in welchem experimentell geeignete 

30 Resonanzen gefunden wurde, urn doppelstrangige DNA bei Tem- 
peraturen unterhalb der DNA-Schmelztemperatur , bis hinun- 
ter zu 20°C, zu schmelzen. 
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Von selbststandiger Bedeutung im Rahmen der Erfindung ist 
die Verwendung des erf indungsgemaiien Verfahrens in einem 
Verfahren zur in vitro Amplif ikation von Nukleinsauren mit 
den folgenden Verf ahrenstuf en : a) Zerlegung der Nuklein- 
5 sauren in Einzelstr&nge, b) Anhybridisierung von Primern 
an die Einzelstrange aus Stufe a) , c) Verlangerung der in 
Stufe b) anhybridisierten Primer durch (Desoxy-) Ribonuk- 
leosidtriphosphate mittels ■ Einsatz einer Polymerase, d) 
Riickfuhrung der in Stufe c) erhaltenen Nukleinsauren in 

10 die Stufe a) , wobei die Stufen a) - d) so oft wiederholt 
werden, bis ein vorgegebener Amplif ikationsf akt or erreicht 
ist und wobei die elektromagnetische Strahlung in Stufe a) 
eingestrahlt wird. Bevorzugt ist es, wenn auf Nuklein- 
saure-Synthese-Geschwindigkeit optimierte Polymerasen in 

15 Stufe b) eingesetzt werden. Diese brauchen namlich ni.cht 
mehr die beim Stand der Technik erf orderliche Temperatur- 
bestandigkeit aufzuweisen. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin eine Vorrichtung 
20 zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 
1 bis 4 mit einer Reaktionskammer zur Aufnahme einer 
Losung mit Nukleinsauren, mit einer Vorrichtung zur 
Erzeugung elektromagnetischer Wellen sowie einem Antenne- 
nelernent zur Abstrahlung der elektromagnetischen 
25 Strahlung, wobei das Antennenelement unmittelbar bei der 
Reaktionskammer angeordnet ist und wobei zumindest eine 
Betriebsfrequenz der Vorrichtung zur Erzeugung elektromag- 
netischer Strahlung im Bereich von 10 bis 250 GHz, vorzug- 
sweise 30 bis 79 GHz, und/oder 0,5 bis 2,0 THz liegt. - 
30 Der Ausdruck der Antennenelemente bezeichnet jegliche 
Bauelemente, von denen elektromagnetische Wechself elder 
emittiert werden konnen. Diese konnen beispielsweise urn 
die Reaktionskammer herum oder auch nur an einer Seite 
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auftenseitig angeordnet sein. Denkbar ist auch der Einbau 
eines Antennenelements im Reaktionskammerinneren. Eine 
besonders vorteilhafte Ausf tihrungsf orm fur den unteren 
genannten Frequenzbereich ist dadurch, gekennzeichnet , daft 
5 die Reaktionskammer innerhalb eines als Antennenelement 
f unktionierenden elektrischen Resonanzkorpers, insbeson- 
dere eines Topfkreises oder Hohlleiters, angeordnet ist. 

Die Reaktionskammer kann auf verschiedene Weisen ausge- 

10 bildet sein. So kann die Reaktionskammer als Ruhrkessel- 
Reaktor ausgebildet sein. Dies meint, daB die Reaktion- 
slosung stationar bleibt und ggf . agitiert wird. Es ist 
aber auch moglich, die Reaktionskammer als Rohrreaktor 
auszubilden, wobei im Inneren des Rohrreaktor s und in 

15 Richtung der Langserstreckung des Rohrreaktors stehende 
elektromagnetische Wellen erzeugbar sind. In einem 
Rohrreaktor ist die Reaktionsl6sung mobil und stromt in 
Richtung der Langserstreckung des Reaktors. Dabei ist der 
Reaktionsf ortschritt bzw. sind die Reaktionsstuf en eine 

20 Funktion des Ortes (in erster Naherung eindimensional 
entlang der Langserstreckung-). Eine weitere bevorzugte 
Ausfiihrungsf orm der Reaktionskammer ist eine (ggf- beid- 
seitig geschlossene) Kapillare, wobei die Kapillare hin- 
sichtlich ihrer Langserstreckung zumindest zum Teil in 

25 Richtung des elektrischen Feldvektors der elektromag- 
netischen Strahlung ausgerichtet ist, 

Mit der Erfindung wird erreicht, daB bei der PCR die Auf- 
heiz- und Abkiihlungsperiode entfallt, so daB sich die Zyk~ 
30 luszeit und damit die Gesamtdauer des Amplif ikationsvor- 
gangs im Vergleich zur vorbekannten PCR erheblich 
verkurzt. Gleichzeitig wird die zur Vervielf achung not- 
wendige Polymerase praktisch nicht durch 
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Hitzedenaturierung geschadigt, so daft eine kleinere Menge 
des teuren Enzyms eingesetzt werden kann. Dies beruht 
letztendlich darauf, dali Resonanzen der Polymerase typ- 
ischerweise nicht bei gleichen Frequenzen wie die Resonan- 
5 zen zwischen zwei Nukleinsaure Strangen oder 

Molekul-Resonanzen in einem Strang liegen. Wesentlich ist 
hierbei also letztendlich^ da£ der Auf schmelzvorgang er- 
f indungsgemafi nicht durch Temperaturerhohung, sondern 
durch Einstrahlung elektromagnetischer Wellen mit einer 
10 definierten Nukleinsaure- bzw. Wasserstof fbruckenbindungs- 
spezifischen Frequenz erfolgt. 

Folgend werden Details der Erfindung sowie weitere mogli- 
che Ausf iihrungsf ormen der Erfindung naher erlautert. 

15 

Bei der PGR durchlauft das Reaktionsgemisch im einzelnen 
die f olgenden physikalischen und chemischen Zustand- 
sanderungen: 

20 a) Das Reaktionsgemisch wird mit elektromagnetischen Wel- 
len einer oder mehrerer definierter Frequenzen mit aus- 
reichender Leistung bestrahlt. Doppelstrangige DNA geht 
dabei in einzelstrangige DNA tiber. Die Temperatur des 
Reaktionsgemisches wird dabei von den elektromagnetischen 

25 Schwingungen nicht wesentlich beeinfluJit. 

b) Die Einstrahlung der elektromagnetischen Wellen wird 
beendet und das Reaktionsgemisch wird auf eine geeignete 
Temperatur geregelt, die unterhalb der Anlagerungstempera- 
tur der Primer liegt. Die Primer konnen sich an den kom- 

30 plementaren Stellen der einzelstrangigen DNA anlagern. 

c) Das Reaktionsgemisch wird auf eine Temperatur geregelt, 
bei der die Polymerase mit optimaler Geschwindigkeit den 
komplementaren Strang mit Nukleotiden auffullt. Diese drei 
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Stufen konnen so oft wie gewunscht wiederholt werden. Das 
entstandene doppelstrangige Reaktionsprodukt wird dabei 
wieder in (a) eingesetzt. 

5 In der Praxis ist es moglich, fur die Verf ahrensstuf en b) 
und c) die gleiche Temperatur, beispielsweise im Bereich 
von 20°C bis 80 °C, einzustellen . Der Verlauf der Gesam- 
treaktion ist dann isotherm. Dies ermoglicht eine beacht- 
liche apparative Vereinf achung gegenuber PCR gemafi dem 

10 Stand der Technik, bei welchem mit hoher Prazision und 
folglich hohem technischen Aufwand unterschiedliche Tern- 
peraturstuf en angefahren und eingeregelt werden mussen, 
und dies zudem moglichst schnell. Mit anderen Worten aus- 
gedrtickt, bei isothermer Verf ahrensweise gemafi der Er- 

15 findung entfallen zudem die zeitauf wendigen Heiz- und 
Kuhlphasen zwischen den verschiedenen Verf ahrenstuf en . 

Das Reaktionsgemisch setzt sich dabei aus den ublichen 
Komponenten zusaramen, wie sie bei der konventionellen PCR 

20 oder deren Weiterentwicklungen benutzt werden. Dies sind 
mindestens ein geeignetes Losungsmittel, eine sehr kleine 
Menge Nukleinsaure als Matritze, ein oder mehrere 
geeignete Oligonukleotide als Primer, Desoxynukleotid- 
triphosphate aller in der Matritze zwischen den Primern 

25 liegenden Nukleinbasen, Eine Substanz, welche die Ketten- 
verlangerung katalysiert (im ubrigen Text Polymerase 
genannt) . 

Im Prinzip .konnen alle Varianten, Abarten und Weiter- 
30 entwicklungen der PCR (insbesondere die Sequenzierreaktion 
mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger) mit diesem Ver- 
fahren durchgefuhrt werden. Gegebenenf alls miissen oder 
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k$nnen entsprechende Anpassungen durchgef uhrt werden, um 
die Vorteile der Erfindung optimal ausniitzen zu konnen, 

Der wichtigste Nutzen der Erfindung ist darin begrundet, 
5 daft in der Praxis die Temperatur des Reaktionsgemisches 
nie die Schmelztemperatur der beteiligten Nukleinsaure- 
paarungen erreicht oder gar iiberschreitet . In der Regel 
kann eine PCR bei Temperaturen des Reaktionsgemisches von 
nicht mehr als 75°C, insbesondere nicht mehr als 60°C, 

10 durchgefuhrt werden. Es werden folglich keine speziellen 
hitzeresistenten Polymerasen mehr benotigt. Es liegt nahe, 
die eingesetzten Polymerasen so auszuwahlen bzw, zu kon- 
struieren, daft sie moglichst schnell die Elongation des 
neu auf zubauenden DNA Stranges synthetisieren . So wird der 

15 bisher langsamste und damit geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt der PCR deutlich verkiirzt. Natiirlich spart man 
auch die Aufheiz- und die Abkuhlzeiten fur die Auftrennung 
der beiden DNA Strange ein, da die elektromagnetischen 
Wellen unmittelbar auf die DNA einwirken. Bei der konven- 

20 tionellen PCR muii sich zuerst der Heizblock und dann das 
ReaktionsgefaB und das umgebende Losungsmittel aufheizen, 
bevor die Warme an die DNA Molekule weitergeleitet wird. 

Die elektromagnetischen Wellen werden in der Praxis von 
25 einem elektronischen Hochf requenzgenerator erzeugt und mit 
einer Abstrahlvorrichtung (Antenne) auf das dicht posi- 
tionierte Reaktionsgemisch gerichtet. Als Hochf requenz- 
Generatoren kornmen z.B. Gunn- f Impatt- f Backward-Wave- 
oder Klystron-Oszillatoren in Frage. Eine zu tief liegende 
30 (Grund-) Frequenz eines HF-Generators kann durch Fre- 
quenzvervielfachung z.B. an einer Varactor-Diode auf das 
erf orderliche Niveau angehoben werden. Man kann jedoch 
auch das Reaktionsgemisch innerhalb eines elektrischen 
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Resonanzkorpers (z. B. Topfkreis ocier Hohlleiter) anbrin- 
gen, der durch den Generator zu stehenden Schwingungen 
angeregt wird. Weiterhin ist es moglich, ein langgestreck- 
tes, diinnes Reaktionsgef a!3 (z. B. Kapillare) zu verwenden, 
5 das von dem Reaktionsgemisch mit langsamer Fliefigeschwin- 
digkeit durchstromt wird. Entlang der Achse dieses Reak- 
tionsgef aJSes wird eine stehende Welle erzeugt, die in 
regelmaSigen Abstanden Knotenpunkte bildet, an denen die 
Intensitat der elektrischen Wellen sich konzentriert , 

10 wahrend dazu urn 90° phasenverschoben Bereiche existieren, 
in denen sich die Wellen komplett ausloschen. Das Reak- 
tionsgemisch wird w&hrend des Passierens dieser Stellen 
regelmaMg auf geschmolzen. Durch geschickte Wahl der Pa- 
rameter (lineare Stromungsgeschwindigkeit im Verhaltnis 

15 zur Wellenlange) kann dies mit den Zyklen der PCR synchro- 
nisiert werden. Es kommt somit zu einer kontinuierlichen 
Amplif ikation entlang des Reaktionsgef alies . Sowohl die 
Millimeterwellenkomponenten als auch die Kapillarstruk- 
turen als ausgebildete Reaktionskammern konnen unschwer 

20 mikrosystemtechnisch hergestellt werden, was eine Integra- 
tion der Bauteile auf einem Modul besonders begiinstigt. 

Die Frequenz der elektromagnetischen Wellen ergibt sich 
gemafi der vorstehenden Ausfiihrungen aus den radialen Reso- 

25 nanzschwingungen zwischen den Nukleotidstr&ngen . Im Nor- 
malfall liegt die Frequenz zwischen 30 und ca. 60 GHz. 
Gegebenenf alls kann es sinnvoll sein, bei mehreren Fre- 
quenzen in diesem Bereich gleichzeitig einzustrahlen . Die 
(zusatzliche) Einstrahlung von vollig anderen Frequenzen 

30 kann unter Umstanden nutzlich sein, urn Quervernet zungen 
bei komplizierten Tertiarstrukturen der DNA aufzulosen und 
dadurch die Amplif ikation des DNA-Abschnittes zu erleich- 
tern. Die Polymerase bendtigt zum optimalen Arbeiten in 
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der Regel eine Temperatur die uber der Zimmertemperatur 
liegt (bei den heute gebrauchlichen Taq-Polymerasen ca. 72 
°C) . Durch dosiertes ( zusatzliches ) Einstrahlen bei einer 
Resonanzf requenz des Losungsmittels (in der Regel salzhal- 
5 tiger waliriger Puffer) kann die Temperatur des Reaktions- 
gemisches erhoht werden. Es entfallt somit auch eine 
zusatzliche Heizquelle. 

Die Erfindung kann auch im Rahmen der in-situ PCR vorteil- 
10 haft verwendet werden. Hierbei wird beispielsweise ein 
Gewebeschnitt mit den PCR Reagentien versetzt, wobei zu- 
mindest ein Primer eine Markierung tragt. Mit Markierung 
sind jegliche Art von melS- oder f arbetechnisch wirksame 
Markierungsatome oder Markierungsmolekule gemeint. Dann 
15 wird der Gewebeschnitt dem o.g. Reaktionszyklus ausgesetzt 
mit dem Ergebnis, dafi Nukleinsauren mit sehr hoher Empfin- 
dlichkeit und lateraler Aufl6sung detektierbar sind. Mit 
der Erfindung wird erreicht, daft eine Austrocknung eines 
Gewebeschnitts und/oder eine Denaturierung von SToffen 
20 darin aufgrund der geringeren Aufheizung zuverlassig ver- 
hindert werden kann, und zwar unter Vermeidung der anson- 
sten hierfur erf orderlichen Maftnahmen. 

Folgend wird die Erfindung anhand von lediglich Aus- 
25 f uhrungsbeispielen darstellenden Figuren naher erlautert* 
Es zeigen: 

Fig. la: eine Darstellung eines apparativen Aufbaus zur 
Bestimmung von fur die Trennung der Nukleinsaure Strange 
30 einer doppelstrangigen Nukleinsaure Frequenzen, 
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Fig, lb: eine Darstellung eines apparativen Aufbaus zur 
Verfolgung cier Trennung der Nukleinsaure Strange mittels 
UV-Transmission, 

5 Fig. lc: eine scheinatische Darstellung der geometrischen 
Zusammenhange fur eine erf indungsgemaiie Vorrichtung, 

Fig. Id: einen apparativen Aufbau zur Durchfiihrung des 
erf indungsgemcllien Verfahrens, 

10 

Fig* le: eine zum Gegenstand der Fig. Id alternative 
Ausf iihrungsf orm, 

Fig. If: eine zu den Gegenstanden der Figuren Id und le 
15 weiterhin alternative Ausf iihrungsf orm 

Fig. 2: Dampf ungsmessungen von Puffer und NaCl-Losung iiber 
Wasser, 

20 Fig. 3: Dampf ungsmessungen verschiedener hochmolekularer 
DNA iiber Puffer, 

Fig. 4: Dampf ungsmessungen verschiedener kurzer DNA iiber 
Puffer, 

25 

Fig. 5: Konzentrationsabhangigkeit der DSmpfung iiber 
Puffer fur doppelstrangige DNA, 

Fig. 6: Zeitabh£ngigkeit der UV-Absorption bei fiir doppel- 
30 strangiger DNA spezifischer UV-Frequenz bei Millimeterw^l- 
leneinstrahlung zur Beobachtung des hypochrornatischen 
Effekts, 
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Fig. 7: eine Darstellung entsprechend Fig. 6 mit Rekombi- 
nation nach Millimeterwellenabschaltung und 

Fig. 8: eine Darstellung entsprechend Fig. 7, jedoch mit 
5 zusatzlicher Zugabe doppelstrangiger DNA wahrend der Mil- 
limeterwelleneinstrahlung zura Zeitpunkt t = 300s. 

In der Fig. la erkennt man ein Gehause 1, in welchem ein 
Hohlleiter 2 (80mm langes Stuck WR28 Hohlleiter mit Stan- 
10 dardflanschen fur Ka Band, WR19 Hohlleiter fur U Band) 

eingerichtet ist. Der Hohlleiter 2 wird mittels eines HF- 
Generators auf einer einstellbaren Frequenz angeregt . 
Hierzu ist im Rahmen des Hohlleiter s 2 eine Abstrahlan- 
tenne eingerichtet. Weiterhin ist eine Empf angsantenne 
15 vorgesehen, welche ebenso wie die Abstrahlantenne mit 
einem Spektrumanalyzer 9 verbunden ist. Durch das Innere 
des Hohlleiters 2 ist eine Kapillare 4 Glas, Lange 80mm, 
Innendurchmesser 0,7mm, Auflendurchmesser 1,6mm) gefuhrt, 
durch welche mittels einer Saugvorrichtung 8 Flussigkeit 
20 aus einem Vorratsgef a!3 10 angesaugt und beispielsweise auf 
einen Flussigkeitsspiegel von 10mm oberhalb der Oberkante 
des Hohlleiters 2 eingestellt werden kann (vertikale 
Anordnung der Kapillare) . Mit diesem Aufbau wurden die 
folgend beschriebenen Dampfungsmessungen durchgefiihrt, und 
25 zwar bei Frequenzen im Bereich von 4 0 bis 60 GHz. 

In der Figur lb ist ein Aufbau zur Beobachtung des hypo- 
chromatischen Effekts dargestellt. Man erkennt als wesen- 
tliche Elemente einen Hohlleiter 2, einen auf eine 
30 geeignete Frequenz eingestellten HF-Generator 3 mit Ab- 
strahlantenne und eine Kapillare 4 (mit zu untersuchender 
Flussigkeit. Im Rahmen des Hohlleiters 2 ist ein Anpas- 
sungselement 7 zur Anpassung an die eingestrahlte 
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Hochf requenz vorgeseheru Weiterhin sind eine UV- 
Lichtquelle 5 ( 200 - lOOOnm) sowie ein UV-Detektor 6 
(spektrale Selektivitat im Wellenlangenberich von 250 - 
260 nm) eingerichtet , wobei die Anordnung so getroffen 
5 ist, dafi die Kapillare in Ihrer Langsrichtung durchstrahlt 
wird. Die UV-Transmissionsmessungen erfolgten bei 260 nm 
und einer HF-Frequenz von 4 9 GHz . Mit einer Anordnung nach 
Fig. lb lassen sich bei 20mW Sendeleistung 50% aller 
eingesetzten doppelstrangigen Nukleinsauremolekule inner- 
10 halb von 30s in einzelstrangige Nukleinsauremolekule 
auf spalten. 

Die Fig. lc zeigt eine zweckmafiige Ausrichtung von Kapil- 
lare 4 und Hohlleiter 2 bzw. eiektrischem Feldvektor zue- 
15 inander fur einen geschlossenen Reaktor. Nan erkennt, daft 
die Langserstreckung der Kapillaren parallel zum Vektor 
des elektrischen Feldes der (stehenden) elektromag- 
netischen Welle verlaufen sollte. 

20 In der Figur Id ist eine einfache Ausf uhrungsf orm einer 
fur PCR geeigneten Apparatur gezeigt. Man erkennt als we- 
sentliche Elemente den Hohlleiter 2, das Anpassungselement 
7 und die Kapillare 4. Die Kapillare 4 ist beidseitig ver- 
schlossen. Die Erzeugung der Hochf requenz erfolgt hier 

2 5 durch eine Gunn-Diode 11. 

In der Figur le ist ein Aufbau dargestellt, mit welchem 
Reaktionen in einer Mehrzahl von Kapillaren 4 durchgefuhrt 
werden konnen. Hierbei ist zu beachten, dafi jede Kapillare 
30 in einem Maximum des elektrischen Feldvektors der ste- 
henden Welle angeordnet ist, wie durch die schematisch 
angedeutete Welle verdeutlicht . 
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Die Figur If zeigt eine Ausf uhrungsf orm von selbststandig 
erf inderischer Bedeutung. Hierbei 1st ein Reaktionsab- 
schnitt der Kapillare 4 in Langsrichtung des Hohlleiters 2 
und orthogonal zum elektrischen Feldvektor und in Richtung 
5 der stehenden Welle verlaufend angeordnet. Das Reaktions- 
gemisch durchstromt dabei die Kapillare 4 mit einer 
definierten Stromungsgeschwindigkeit . Im Zuge der 
Durchstromung findet dann an Stellen hoher elektrischer 
Feldstarke die Trennung der doppelstrangigen Nukleinsaure 

10 in Einzelstrange statt, wahrend in Bereichen kleiner elek- 
trischer Feldstarke die Hybridisierung und 'Polymerase- 
katalysierte Anlagerung von Nukleotiden erfolgt. Im Zuge 
des Durchstromens wird also eine Mehrzahl von Amplifika- 
tionszyklen durchlaufen, wobei die Anzahl der Zyklen durch 

15 n *= 21 / X (n= Anzahl, 1= Lange der Kapillare in Wellen- 
richtung, X=Wellenlange) gegeben ist. Die Stromungsgesch- 
windigkeit lafit sich dabei ohne weiteres in Verbindung mit 
der (konstant gehaltenen) Temperatur im Hinblick auf maxi- 
male Gesamtamplif ikation optimieren . 

20 

Bei den mit der Apparatur nach Fig. la durchgef uhrten 
Dampfungsmessungen wurde zunachst die Dampfung, i.e. Ab- 
sorption in Abhangigkeit von der Frequenz des Mediums 
gegeniiber Wasser bestimmt . Diese Dantpf ungskurven wurden 
25 dann als BezugsgroiJe fur die Bestimmung der Dampfung bei 
Einbringungen einer DNA in das Medium genommen. Auf diese 
Weise erhalt man ein Millimeterwellen-Absortionsspektrum, 
welches von Mediumartef akten befreit ist. 

30 Bei den UV-Absortionsmessungen ist die gewahlte UV- 

Wellenlange spezifisch fur einzelstrangige DNA (hyperchro- 
matischer Effekt) . Eine hohe Transmission steht also fur 
eine geringe Konzentration an einzelstrangiger DNA. Eine 
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niedrige Transmission zeigt dagegen das Vorliegen einzel- 
strangiger DNA an* 

In der Figur 2 erkennt man den Damp fu,ngs verlauf eines 
5 Puffers der Zusammensetzung 9g/l NaCl, 50mM Tris/HCl, pH 
8, in 11 ddH 2 0 sowie von 1M NaCl/dH 2 0 (d steht fur destil- 
liert) . W&hrend bei der NaCl-Losung ein starkes Minimum 
bei ca . 45 GHz beobachtet wird, ist der spektrale Verlauf 
fur den Puffer nahezu waagerecht. Der Puffer oder die NaCl 
10 wurde in alien folgenden Experimenten unverandert 
verwendet. 

In der Figur 3 sind die Dampfungen verschiedener 
hochmolekularer DNA dargestellt (flir eine Aufstellung al- 

15 ler hier und folgend verwendeter DNA Proben siehe Tab.l). 
Man erkennt, dali jedenfalls bei vergleichsweise kurzer DNA 
ein charakterisstisches Minimum im Bereich von 47 bis 51 
GHz auftritt; hochstwahrscheinlich eine Frequenz, bei 
welcher die DNA Molekiile jedenfalls teilweise unmittelbar 

20 angeregt werden. Die Figur 4 bestatigt dies insbesondere 
auch in der Gegenliberstellung der Spektren doppelstrangi- 
ger DNA mit der gleichen, jedoch einzelstr^ngigen DNA. 
Die Figur 5 belegt die Konzentrationsabhangigkeit flir die 
doppelstrangige DNA 1. 

25 

In den Versuchen der Figuren 6 bis 8 wurde bei t=0 eine 
Losung der doppelstrangigen DNA 1 des Herstellers Sigma 
mit der Konzentration lOmM eingesetzt. In unteren Bereich 
der Diagramme ist der Verlauf der Betriebspannung des HF- 
30 Generators 3 dargestellt- Eine Betriebspannung von 0 steht 
fur ausgeschalteten HF-Generator 3. Eine Betriebspannung 
von 5V steht fur eingeschalteten HF-Generator 3, 
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In der Figur 6 erkennt bei kleinen Zeiten und ausgeschal- 
tetem HF-Generator eine hohe und konstante Transmission 
aufgrund des Vorliegens doppelstrangige DNA. Zeitgleich 
mit der Anschaltung des HF-Generators 3 beginnt die Trans- 
5 mission jedoch abzunehmen, was auf der Abnahme der Konzen- 
tration doppelstrangiger DNA beruht. Die "Spitzen" beruhen 
auf Emissionsartef akten der UV-Quelle. 

In dem Versuch der Figur 7 wurde verifiziert, daft die Ab- 
10-nahme der Konzentration doppelstrangiger DNA tatsachlich 
mit der Bildung von einzelstrangiger DNA korreliert ist. 
Denn nach dem Abschalten des HF-Generators erkennt man, 
daft die Transmission wieder ansteigt; das Ergebnis der 
Rekombination der einzelnen Strange zur doppelstrangigen 
15 DNA, 

In dem Versuch der Figur 8 wurde wahrend der Anschaltdauer 
des HF-Generators 3 doppelstrangige DNA nachgegeben mit 
dem Ergebnis, daft intermediar die Transmission wieder 
20 ansteigt . 

Eine Vorrichtung durch Durchfuhrung des erf indungsgemaften 
in vitro PCR-Verf ahrens ist im Prinzip wie im Stand der 
Technik aufgebaut. Der wesentliche Unterschied besteht 

25 darin, daft zusatzlich oder anstelle der konventionellen 
Einrichtungen zur Erwarmung auf 95 °C eine Einrichtung zur 
Einstrahlung elektromagnetischer Wellen in die Reaktion- 
skammer eingerichtet ist. Bezuglich Details hierzu darf 
auf die Figuren la bis If verwiesen werden, die weiteren 

30 Komponenten entsprechen dem ublichen Aufbau und brauchen 
daher nicht naher erlautert werden. Es versteht sich, daft 
die UV-Quelle und der UV-Detektor fur die Durchfuhrung der 
PCR entbehrlich sind. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Auftrennung von in Losung befindlichen 
doppelstrangigen Nukleinsauren in einzelstrangige 

5 Nukleinsauren, 

dadurch gekennzeichnet , 

dali die Zerlegung der Nukleinsauren in Einzelstrange 
10 durch Einstrahlung von elektromagnetischen Wellen durch- 
gef uhrt wird, 

wobei die Frequenz und die Intensitat der elektromag- 
netischen Wellen mit der Maftgabe ausgewahlt sind, dafi 
15 die Wasserstof fbriickenbindungen zwischen Nukleotiden 

einer doppelstrangigen Nukleinsaure durch unmittelbare 
Wechselwirkung der elektromagnetischen Strahlung mit der 
doppelstrangigen Nukleinsaure gelost werden. 

20 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft 
die Freqenz der elektromagnetischen Strahlung im Bereich 
von 10GHz bis 2THz, vorzugsweise 30 bis 79 GHz, 
eingestellt ist mit der Maflgabe, daft die eingestellte 

25 Frequenz zumindest teilweise solche Schwingungszustande 
der Nukleinsaure anregt, welche in einer Trennung 
ausschlieli- lich der Wasserstof fbriickenbindungen re- 
sult ieren, nicht jedoch Bindungen einer Polymerase spal- 
tet oder zu einer Temperaturerhohung eines Mediums 

30 fiihrt. 
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3. Verwendung eines Verfahrens nach Anspruch 1 oder 2 in 
einem Verfahren zur in vitro Amplif ikation von Nuklein- 
sauren mit den folgenden Verfahrens tuf en: a) Zerlegung 
der Nukleinsauren in Einzelstrange, b) Anhybridisierung 
von Primern an die Einzelstrange aus Stufe a) , c) Ver- 
langerung der in Stufe b) anhybridisierten Primer durch 
(Desoxy-)Ribonukleosidtriphosphate mittels Einsatz einer 
Polymerase d) Riickfuhrung der in Stufe c) erhaltenen 
Nukleinsauren in die Stufe a), wobei die Stufen a) - d) 
so oft wiederholt werden, bis ein vorgegebener Amplifi- 
kationsfaktor erreicht ist und wobei die elektromag- 
netische Strahlung in Stufe a) eingestrahlt wird. 



15 4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daii 
auf Nukleinsaure-Synthese-Geschwindigkeit optimierte 
Polymerasen in Stufe b) eingesetzt werden. 



20 5. Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach 

einem der Anspriiche 1 bis 4 mit einer Reaktionskammer 
zur Aufnahme einer Losung mit Nukleinsauren, mit einer 
Vorrichtung zur Erzeugung elektromagnetischer Wellen 
sowie mit einem Antennenelement zur Abstrahlung der 

25 elektromagnetischen Strahlung, wobei das Antennenelement 
unmittelbar bei der Reaktionskammer angeordnet ist und 
wobei zumindest. eine Betriebsf requenz der Vorrichtung 
zur Erzeugung elektromagnetischer Strahlung im Bereich 
von 10 bis 250 GHz und/oder von 0,5 bis 2,0 THz liegt. 

30 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, wobei die Reaktionskammer 
innerhalb eines als Antennenelement f unktionierenden 
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elektrischen Resonanzkorpers, insbesondere eines 
Topf kreises ocier Hohlleiters, angeordnet ist . 

5 7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Reaktion 
skanimer als Ruhrkessel-Reaktor ausgebildet ist, 

8. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Reaktion 
10 skammer als Rohrreaktor ausgebildet ist und wobei im 
Inneren des Rohrreaktors und in Richtung der Langser- 
streckung des Rohrreaktors stehende elektromagnetische 
Wellen erzeugbar sind. 

15 
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